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（論文審査の要旨） 
学位申請論文「Sulfur respiration supports bone growth by the promotion of chondrocyte 
proliferation in the growth plates」について、上記の主査１名、副査２名が個別に審査を行った。 
長管骨の成長は骨端部の成長板軟骨における軟骨細胞の増殖によるもので、多大なエネルギーを要する
にもかかわらず、成長板軟骨には血管が存在せず酸素供給が乏しいという疑問が存在していた。また、軟
骨細胞にはミトコンドリアが豊富に存在することも、嫌気条件下でのエネルギー産生メカニズムを理解す
る上で大きな疑問であった。近年、ほ乳類細胞のミトコンドリアにおいて、酸素を利用せず硫黄化合物が
電子の授受を行う「イオウ呼吸」の存在が報告され、システインパースルフィド合成酵素（CPERS）によっ
て産生されたシステインパースルフィドが酸素の代わりに電子を受容し伝達することで、嫌気的環境下で
も ATPの産生が可能になることが明らかになった。本研究では、酸素供給の乏しい成長板軟骨細胞におい
て、嫌気的条件下でも NaHS 存在下では細胞が増殖できること、分離したミトコンドリア膜電位が上昇し電
子伝達が行われていること、また in vivo では硫化水素から電子伝達系への電子の移動に必須な硫化物キ
ノン坂還元酵素を特異的に抑制すると長管骨成長が抑制されたことから、嫌気的環境下にある成長板軟骨
細胞がイオウ呼吸で増殖と骨身長に必要なエネルギーを産生することを明らかにした。 
本論文の審査において、副査の桑田委員および中村委員から多くの質問があり、その一部とそれらに対
する回答を以下に示す。 
桑田委員の質問とそれらに対する回答： 
１．ミトコンドリアの膜電位計測はミトコンドリアを単離しているが、細胞単位の計測と比較したメ
リット・デメリットを述べよ。  
 ミトコンドリアを単離するメリット： 
細胞内で実際に稼働しているミトコンドリアのみを選んで観察できる。 
共焦点レーザー顕微鏡で全てのミトコンドリアに焦点を合わせて観察が可能になり正確な蛍光強度の
測定ができる。 
ミトコンドリアを単離するデメリット： 
単離の過程でミトコンドリアが変質してしまう可能性がある。 
細胞単位のミトコンドリアの観察よりも工程が複雑で技量が必要。また専用の機材も必要となる（倒立
共焦点レーザー顕微鏡など）。 
 
２．SQR 阻害剤として使用したミキソチアゾールの電子伝達系路阻害の特異性はなにか。 
ミキソチアゾールは SQR から電子を受け渡された電子伝達系内の一部分（呼吸鎖複合体Ⅲの Qo 
 部位）を阻害するため厳密な SQR 阻害薬では無いが、市販薬の中で SQR に最も近い部位を阻害する
阻害薬のため今回の実験で使用した。 
中村委員の質問とそれらに対する回答： 
１．NaHS の濃度が 30μM を超えると軟骨細胞の増殖が促進されなくなる理由は何か。 
高濃度の硫化水素はミトコンドリアの呼吸鎖複合体Ⅳの働きを阻害し、その結果ミトコンドリアで
ATP 合成が出来なくなる（細胞毒性により細胞死を引き起こす）。 
２．NaHS を添加し膜電位の上昇を測定しているが実際に ATP 産生量は増加したのか。 
  ATP を発光度で定量すると、シスチンを添加した場合 ATP 量が有意に増加した。NaHS を添加し
た場合には有意差は見られなかったが ATP の増加傾向は見られた。この実験は好気条件で行っている。
今後嫌気条件でも同様の実験を行う予定である。 
 
両副査は、上記を含めた質問に対する回答が、いずれも満足のいくものであることを確認した。 
 
主査 山本委員の質問とそれらに対する回答： 
１．酸素呼吸とイオウ呼吸の相互作用はあるのか。 
 ・酸素呼吸   
酸素供与体：NADH、FADH2    
最終的な電子受容体：酸素 
・イオウ呼吸   
酸素供与体：硫化水素      
最終的な電子受容体：システインパーサルファイド 
であるが、実際には同じミトコンドリア内でこの 2 つの呼吸が行われていることを考えると、イオウ
呼吸でも最終的な電子の受容体はシステインパーサルファイドのみでなく酸素も電子を受け取ると考
えられる。しかし、硫化水素添加時の膜電位の上昇が、軟骨細胞では顕著に見られたが骨芽細胞では見
られなかったことから、個々の細胞やミトコンドリアでエネルギー産生をどちらの呼吸にどの程度依
存しているかは異なっていると考えられる。 
２．イオウ呼吸の、軟骨細胞への特異的な作用の解析を更に進めるのに必要な実験は何が考えられる
か。 
今回共焦点レーザー顕微鏡によるミトコンドリアの膜電位の計測は好気条件（酸素20%）で行っ
た。同様の実験を嫌気的条件下で行うことができれば、好気条件と嫌気的条件下で結果を比較するこ
とで細胞全体のエネルギー産生に対する好気呼吸とイオウ呼吸の貢献度を知ることが可能になると思
われる。また、システインパーサルファイド合成酵素やSQRを軟骨特異的に無効化したマウスの観察
や、それらの脛骨および軟骨細胞を使用した実験で、イオウ呼吸の軟骨細胞に対する作用メカニズム
の解明がさらに進むと考えられる。 
 
主査の山本委員は、両副査の質問に対する回答の妥当性を確認するとともに、本論文の主張をさらに確
認するために上記の質問をしたところ、明確かつ適切な回答が得られた。 
以上の審査結果から、本論文を博士（歯学）の学位授与に値するものと判断した。 
（主査が記載） 
